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RESUMO 
A doença de Chagas é causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi e 
representa um grave problema de saúde em 
 países tropicais como o Brasil. A 
técnica de planejamento racional de fármacos tem sido aplicada no desenho de 
inibidores da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase glicossomal (gGAPDH) 
de T cruz!, uma proteína essencial ao parasita. Através da 
 determinação da 
estrutura de gGAPDH por difração de Raio-X, modelagem molecular e docking da 
região do sitio do co-fator NAD + , um conjunto de moléculas representando 
potenciais inibidores de gGAPDH foi selecionado para 
 síntese, destacando-se 
alguns derivados de nucleosideos purinicos. Dentre os análogos sintetizados e 
testados, aqueles contendo grupos aromáticos nas posições 2'-, 3'- e 5'- 
apresentaram atividade inibitória elevada (IC50 = 70-250pM). 
Estes resultados conduziram ao planejamento de uma nova geração de 
nucleosideos como potenciais inibidores de gGAPDH. O presente trabalho 
envolve a síntese de análogos de nucleosideos e posterior avaliação inibitória 
frente a gGAPDH de I cruz!. Os alvos sintéticos são derivados de inosina e 6- 
tioinosina contendo grupos aril, seletivamente substituidos no anel 
ribofuranosideo. As metodologias sintéticas que estão empregadas neste trabalho 
estão bem estabelecidas na literatura e envolvem modificações seletivas sobre os 
vários grupos funcionais presentes, além de química de grupos protetores. 
Para a preparação dos derivados foram efetuadas reações de benzoilação 
seletiva na posição 5'- do anel tetrahidrofurano, e também foram preparados 
derivados seletivamente benzoilados nas 
 posições 2'- e 3'-, obtendo-se assim, 
derivados seletivamente substituidos nas posições 5'- e 2'-, 3'-. Além do preparo 
da tioinosina que servirá como precursor sintético para uma vasta  coleção de 
derivados de tióis seletivamente substituídos. 
Com a síntese destes análogos de nucleosideos para posterior avaliação 
da atividade inibitória frente a gGAPDH, pretende-se obter um grupo de inibidores 
potentes e aptos para desenvolvimentos subsequentes até tornarem-se 
candidatos a testes clínicos. 
I INTRODUÇÃO 
1.1 Caracterização do problema 
Apesar dos vários avanços da medicina moderna, a 
 doença de Chagas 
ainda se apresenta como um problema de saúde extremamente importante nos 
dias de hoje. Segundo a Organização Mundial de Saúde, existem entre 16 e 18 
milhões de pessoas no mundo que encontram-se infectadas pelo protozoário 
Tripanosoma cruzi, 1-3 causador da doença de Chagas, ocorrendo anualmente 
cerca de 21000 mortes relacionadas com a infecgdo. 4 Esta é uma endemia que 
possui várias relações com o Brasil: foi descoberta em 1909 pelo médico brasileiro 
Carlos Chagas, estende-se basicamente do Mexico até o sul da Argentina e atinge 
principalmente populações negligenciadas economicamente. 5 Estima-se que 
existam 100 milhões de pessoas, ou seja, em torno de 25% da população da 
America Latina, correndo o risco de adquirir a doença de Chagas. No Brasil há 
cerca de 2 milhões de infectados. 6 
Ha dois estágios da doença em humanos: o estágio agudo, que aparece 
logo após a infecção e o estagio crônico, que pode levar alguns anos até 
apresentar os sintomas. As lesões causadas na fase crônica são 
 irreversíveis e 
afetam freqüentemente órgãos como o coração, esôfago, 
 colon e o sistema 
nervoso periférico. Após vários anos de um 
 período assintornatico, 27% das 
pessoas infectadas desenvolvem problemas cardíacos que podem levar a uma 
repentina parada do coração, 6% apresentam problemas digestivos, e 3% irão 
indicar sinais de distúrbios no sistema nervoso periférico.' 
Cabe ressaltar que a transmissão natural do T. cruzi a humanos está 
associada, em grande extensão, com a picada de um inseto-vetor conhecido 
popularmente como barbeiro 1-3 (outro nome para o triatomina: chup5o). 8 Este 
inseto deposita excremento contendo formas infecciosas de tripomastigotas 
metaciclicos, que então contaminam a ferida formada a partir da sua picada. 3 
As migrações dos centros rurais para os urbanos, que ocorreram durante as 
décadas de 70 e 80 na América Latina, mudaram o padrão epidemiológico da 
doença de Chagas e transformaram-na em um tipo de infecção urbana, que pode 
ser transmitida através de transfusão 
 sanguínea. A infecção sangüínea em bancos 
de sangue de algumas cidades selecionadas do continente americano varia entre 
3 e 53%, mostrando que a quantidade de sangue contaminado por T cruzi é maior 
que a quantidade contaminada por HIV e pelos virus causadores das hepatites 
tipo B e C, na América. 7 
Embora os programas de controle dirigidos ao decréscimo da transmissão 
do I cruzi a seres humanos a partir da redução da população do inseto-vetor 
tenham tido sucesso em algumas areas da America Latina, um controle efetivo 
não é atingido na maioria das regiões de endemicidade. Vale ainda salientar que, 
apesar do considerável trabalho experimental desenvolvido, ainda não existe um 
tratamento terapêutico eficiente para a doença, já que as drogas mais utilizadas — 
Lampit (nifurtimox) e Rochagan (benzonidazot) — possuem eficácia duvidosa e 
encontram-se sob intensa avaliação, além de apresentarem vários efeitos 
colaterais pronunciados." Por todos estes motivos, é necessário que sejam feitas 
pesquisas envolvendo o desenvolvimento de novas drogas no combate a doença 
de Chagas. 
1.2 Ciclo de vida do T. cruzi 
0 I cruzi pertence a familia tripanosomatidae, que inclui desde 
protozoários que não provocam 
 doenças nos animais vertebrados, até formas 
altamente patogênicas, como é o caso do T. brucei, T. brucei rhodesiense e T. 
brucei gambiense (responsáveis pela doença do sono ou tripanosomiase 
africana), transmitidos pela mosca tsé-tsé, além de outras 
 doenças causadas por 
tripanosomatidae como o próprio T. cruzi (responsável pela doença de Chagas) e 
Leishmania mexicana (causador das leishmanioses cutânea e viceral). 3 • 9-11 Todos 
os protozoários desta família são flagelados, isto 6, possuem um filamento 
altamente móvel responsável por sua locomoção, o flagelo. 3 
Ao longo de seu ciclo evolutivo, os tripanosomatideos sofrem profundas 
alterações de forma, as quais refletem suas adaptações ao meio em que se 
localizam. Essas formas recebem nomes diferentes em função de seu aspecto 
geral, da maneira como o flagelo emerge do corpo celular e da posição relativa de 
duas importantes estruturas intracelulares: o núcleo e o cinetoplasto. No caso do 
Tcruzi, são encontradas três formas básicas. A forma tripomastigota é a mais 
alongada, e tem por característica a incapacidade de divisão extracelular. É 
altamente especializada em infectar as células do hospedeiro vertebrado. A forma 
epimastigota tem grande potencial de divisão no hospedeiro invertebrado (o 
barbeiro), mas é incapaz de infectar o hospedeiro vertebrado. A terceira forma do 
T. cruzi é arredondada, apresentando um flagelo curto, com pouca mobilidade, 
sendo chamada de amastigota. É a forma caracteristica encontrada  no hospedeiro 
vertebrado, apresentando um alto potencial de divisão celular. 3 
0 ciclo de vida e propagação do I cruzi ocorre da seguinte maneira: o 
inseto-vetor alimenta-se de sangue contendo o parasita na forma tripomastigota, 
transformando-se em epimastigota e multiplicando-se no interior do barbeiro. 
Passadas 3 a 4 semanas, após inúmeras multiplicações e nova transformação  
para tripomasfigota (forma infecciosa do hospedeiro vertebrado), o parasita aloja-
se no intestino do vetor, aguardando uma nova refeição do inseto e possivel 
excreção (Figura 1), quando um novo hospedeiro vertebrado poderá ser infectado. 
através da mucosidade superficial, conjuntiva (olhos), ou por orificios na pele 
(arranhões, ou na própria picada do barbeiro). Uma vez dentro do hospedeiro 
vertebrado, o parasita em sua forma tripomastigota pode ser fagocitado por 
macrófagos ou ainda penetrar diretamente nas células, onde são transformados 
em amastigotas, que após vários ciclos de multiplicação, transformam-se 
novamente em tripomastigotas. A célula hospedeira então rompe-se, liberando o 
parasita nos tecidos adjacentes e na circulação sangiiinea. 0 ciclo completa-se 
quando tripomastigotas presentes na circulação do hospedeiro vertebrado são 
ingeridos numa nova refeição sanguinea por outro inseto-vetor e transformados 
em epimastigotas no seu interior. 12  
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Figura 1- Vista lateral do barbeiro fazendo uma refeição sanguínea e excretando 
1.3 Planejamento racional de fármacos 
O processo de descoberta de novos fármacos caracteriza-se por sua 
complexidade, fruto da multiplicidade de fatores que envolvem o planejamento 
molecular de novas estruturas capazes de apresentarem os efeitos farmacológicos 
desejados, os quais, além da biodisponibilidade adequada ao seu emprego 
terapêutico, seguro e confortável, incluem ainda a toxicidade e o metabolismo. 0 
planejamento racional de novos farmacos tornou-se uma realidade nos dias de 
hoje face aos impressionantes avanços cientifico-técnológicos observados em 
diversas areas, como a biologia molecular e estrutural. química computacional e 
química combinatória, as quais atuando juntas estão viabilizando bioensaios 
robotizados de vastas quimiotecas que, provavelmente, desenharão novos 
paradigmas para o processo de descoberta de novos agentes terapêuticos: 3 
Em função da multiplicidade de fatores envolvidos na resposta terapêutica 
de uma substância exógena como o fármaco, necessita-se de uma complexa 
triade para o desenvolvimento racional de novos farmacos, a qual inclui: 
 Química 
Orgânica — Farmacologia — Química Computacional. 13 Além disso o planejamento 
racional de fármacos ainda emprega tecnologia de ponta na area de 
 Química 
Medicinal, como cristalografia de Raio-X de 
 proteínas, biologia molecular, química 
combinatória, modelagem molecular e ensaios biológicos de alta eficiência. 
A técnica de planejamento racional de farmacos, baseado em estruturas 
tridimensionais de proteínas, tem sido utilizada mundialmente por vários grupos de 
D-1,3-difosfoglicerato D-gliceraldeido-3-fostato 
OH 
GAPDH, P 1 
o-Po32 
OH 
pesquisa e também por companhias farmacêuticas, envolvendo vários bilhões de 
dólares e ocupando milhares de pesquisadores titulados, de diferentes areas, na 
busca por substancias ativas biologicamente. 5,9-11,13-16 Essa nova metodologia 
permite o acesso mais rápido e mais eficiente a compostos que são 
potencialmente aptos ao desenvolvimento, até tornarem-se drogas mais efetivas e 
seguras. É uma técnica que se baseia na inibição ou estimulação da atividade 
biológica de macromoléculas (proteínas e ácidos nuclêicos), responsáveis por 
várias doenças. 
Em 1977, Opperdoes e Borst descobriram que na corrente sangOinea dos 
parasitas da família Trypanosomatidae existe uma organela, o glicossoma, que é 
responsável pela glicolise. Estes parasitas não possuem um ciclo de Krebs 
funciona1, 17 sendo portando, extremamente dependentes da glicolise para a 
produção de ATP. Esta observação sugere que as enzimas glicoliticas sejam 
alvos atrativos para o desenho de drogas tripanocicias. 
A enzima gliceraldeido-3-fostato desidrogenase glicossomal (gGAPDH) de 
T. cruzi é um homotetrannero de massa molecular aproximadamente 156 kDa, 
formada por quatro sub-unidades, cada qual apresentando duas funções: a função 
NAD + ou N-terminal e a função catalítica ou C-terminal. Esta enzima é responsável 
pela catalise da fosforilação oxidativa do D-gliceraldeido-3-fosfato (GAP) para 1,3- 
difosfoglicerato (DPG) (Figura 2). 17 
Figura 2 - Fosforilação oxidativa do D-gliceraldeido-3-fosfato (GAP) para 1,3-difosfoglicerato 
(DPG) a partir de fosfato 
 inorgânico e da catálise com GAPDH. 
Verlinde et al,4,5,918 vêm sintetizando moléculas como inibidores da 
enzima gGAPDH de T. brucei e L. mexicana, em busca de novos fármacos para a 
doença do sono. Eles elucidaram a estrutura cristalina de gGAPDH de T. brucei, e 
compararam as estruturas tridimensionais das enzimas homólogas humanas. 
a 
• ti 
. C .. - 
P.. ,..rt 33 
Ci 1 .3 .. 4F o4 
;:iA.Df.0 1 
HO 
OMe 
C 
val 
Apesar da alta similaridade estrutural na região do sitio ativo, a cavidade da 
adenosina para o co-fator NAD+ apresentou diferenças, abrindo perspectivas para 
a seleção de inibidores seletivos. A principal diferença, é a presença de uma 
cavidade hidrofóbica de cerca de 9 A de largura, próxima a hidroxila 02' do 
fragmento adenosina para a gGAPDH de T. brucei, ausente na enzima humana 
devido a ocupação dessa região por um resíduo de isoleucina 37 (Figura 3a-b). 
Através da exploração desse estudo, foram criados análogos de adenosina que 
ocupariam esta cavidade e manteriam a ligação hidrogênio com o carboxilato da 
aspargina (Asp 37), além de atuarem em interações hidrof6bicas. 0 derivado 2'- 
desoxi-2'-(3-metoxibenzamido)adenosina (Figura 3c) apresentou inibição frente a 
gGAPDH de T. brucei 45 vezes maior que a adenosina e não apresentou 
nenhuma evidência de bloqueio na GAPDH humana. Assim, análogos de 
adenosina podem se tornar fortes candidatos a sucessores para inibidores 
seletivos.4 
Figura 3: (a) Adenosina ligando-se As cavidades da gGAPDH de T. brucei (b) Adenosina 
ligando-se As cavidades na GAPDH humana (c) 2'-desoxi-2'-(3-metoxibenzamido)adenosina. 
Após a síntese de várias moléculas na tentativa de um aumento da inibição, 
Verlinde et al concluíram que derivados da adenosina que contêm um grupo 
substituinte em N6 formam estruturas que favorecem a afinidade, aprimorando o 
design para novas moléculas. O átomo em N6 é adjacente a duas Areas 
hidrofóbicas na superfície da proteína, uma formada pelos sítios ligados a leucina 
(Leu 112), fenilalanina (Phe 113) e arginina (Arg 91), outra por metionina (Met 38) 
e arginina (Arg 91) (Figura 4)• 4 
Figura 4: Representação espacial da adenosina ligando-se As cavidades da gGAPDH 
de T. brucei. 
A partir destes dados, foram sintetizados e testados vários análogos da 
adenosina e os que apresentaram resultados de inibição mais expressivos estão 
expostos na Tabela 1, 4 confirmando a seletividade proposta. 
Tabela 1: Inibição seletiva de GAPDH de parasitas por derivados de 2'-desoxi-2'-(3- 
metoxibenzamido)adenosina (IC50 em ¡Arno! L: 1 ). 
N6-substituinte L. Mexicana T. brucei T. cruzi Humano 
benzil 16 159 160 >530a 
2-metilbenzil 4 40 35 >270a 
1-naftalenometil 0,2 2 5 >200a 
a insolúvel acima desta concentração 
7 
Devido a grande proximidade entre as estruturas das enzimas gGAPDH de 
T. cruz! e T. brucei (90% semelhantes), Oliva et al propuseram que a gGAPDH de 
T. cruz! (Figura 5) poderia ser utilizada para a busca computacional de inibidores 
específicos para a doença de Chagas. 17 
No sitio ligante do cofator NAD + (ou N-terminal) das enzimas GAPDH 
estudadas, duas regiões são consideradas atrativas para o desenho de inibidores 
específicos. Uma região que merece destaque é onde estão presentes os 
resíduos leucina e glicina, próximos a N6 no anel purifico, região que se conserva 
tanto para as gGAPDH de I cruzi como de T. brucei e que resulta em diferenças 
de polaridade e volume, quando comparados com o correspondente resíduo na 
enzima humana, sendo um bom sitio para o desenho de inibidores específicos. 
A outra região do sitio ligante do cofator NAD + , também considerada 
interessante para o estudo computacional de novas drogas inibidoras de 
gGAPDH, é a interface formada por duas unidades vizinhas na parte ativa do 
tetrâmero, que também está próxima ao sitio de ligação da porção adenosina do 
cofator NAD + . Nesta região, uma cavidade hidrofábica de 10 A de largura é 
formada na enzima tripanossomial, porém, é ausente na enzima humana, graças a 
uma diferença na principal porção de aminoácidos causada pela  presença do 
aminoácido prolina. 17 Os resíduos que participam deste sitio na gGAPDH de T. 
cruzi são metionina, valina e ácido aspártico, enquanto na homóloga humana são 
encontrados fenilalanina, prolina e principalmente isoleucina, a qual representa 
mudanças estruturais bastante significativas na comparação das enzimas, por 
atuar como um bloqueador na cavidade da enzima humana. 
Estes resultados foram similares aos encontrados na comparação entre 
gGAPDH de T. brucei e a GAPDH humana, levando a crer que derivados 
homólogos de adenosina poderiam fornecer interessantes resultados de inibição e 
seletividade. 17.19 ' 20 
Portanto, compostos que preencham o sitio de ligação NAD + , e ainda 
apresentem substituintes volumosos capazes de explorar a cavidade hidrofobica 
adjacente na enzima do parasita, possibilitando interações favoráveis com 
o o 
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gGAPDH de T cruz!, mas reduzida afinidade com GAPDH humana , podem 
fornecer resultados promissores quanto à seletividade na inibição. 
Figura 5 - Representação 3D da estrutura da enzima gGAPDH de T. cruzi. 
1.4 Seleção de moléculas como possíveis inibidores da enzima 
alvo GAPDH 
Como foi comentado na seção 1.3, existem diferenças significantes entre as 
enzimas GAPDH humana e tripanossomial. Estas diferenças estão de acordo com 
a observação de que a afinidade do NAD + pela gGAPDH de T. cruzi é 5-10 vezes 
menor do que pela respectiva enzima encontrada nos seres humanos. 17 Este fato 
foi de suma importância para o objetivo de sintetizar moléculas baseadas no 
desenho de inibidores seletivos da enzima gGAPDH. 
Desta forma, grupos de compostos foram selecionados pelo método de 
busca computacional utilizando o programa DOCK 3.5. 19-21 0 programa DOCK é 
um software computacional em 3D que utiliza parâmetros estéricos e eletrônicos 
para mapear a topografia do sitio ativo de uma enzima, identificando os 
aminoácidos envolvidos no reconhecimento molecular de ligantes. A partir de um 
banco de dados hipotético contendo as propriedades conformacionais de 
compostos estruturalmente diversos, o programa pontua e classifica cada urn 
desses possíveis inibidores com base nas forças intermoleculares envolvidas 
entre a enzima e os grupos farmacofóricos presentes no ligante, como ligacões-
hidrogénio e interações iônicas, dipolares e hidrofábicas. 
A partir deste estudo, compostos que se destacaram como candidatos a 
inibidores de gGAPDH de T. cruzi foram os derivados dos nucleosideos inosina 1 
e guanosina 2 (Figura 6). Os compostos 1 e 2 são comercialmente disponíveis e 
foram empregados na preparação de um grupo representativo de nucleosideos. 
Todos os derivados sintetizados 20 ' 22 foram posteriormente submetidos aos testes 
de inibição enzimática frente A enzima alvo.23 '24 
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Figura 6 - Derivados de nucleosideos sintetizados como inibidores da gGAPDH de T. cruz!. 
Os resultados apresentados por estes nucleosideos mostraram 
porcentagens de inibição de gGAPDH significativas. Alguns destes derivados 
como os triacilinosina (X = OH; Y = H; R = 4'-CIPhCO, 3 1,5'-di(NO2)PhCO) exibem 
resultados de 30-50% de inibição em concentração na faixa de 150-200 .1.tnll, 
indicando que os nucleosideos contendo grupos aromáticos nas posições 2'- e 3'- 
do anel tetraidrofurano apresentam-se como bons protótipos de inibidores. Já o 
derivado tribenzoiltioinosina (X = SH; Y = H; R = PhCO) aumentou a atividade 
inibitória sensivelmente, destacando-se como o mais ativo (IC50 = 82 !AM). 
Entretanto, o derivado triacetiltioinosina (X = SH; Y = H; R ,--- CH3C0) não 
apresentou atividade inibitória, sugerindo que apenas a presença do grupo tiol no 
anel purina não é suficiente para a atividade observada para tribenzoiltioinosina. 
De fato, nucleosideos que não possuem grupos aril nas posições 2'- e 3'- também 
lo 
não apresentaram inibição frente á gGAPDH. Outras modificações no anel purina 
também não resultaram em aumento da atividade inibitória. 
Em suma. a presença de grupos aril nos derivados de nucleosideos parece 
ser necessária para que a atividade inibitória seja observada, sugerindo que estes 
grupos aromáticos devem possuir uma maior complementaridade 
estereoeletrônica com o sitio ativo da enzima. 22 Além disso, constata-se que a 
presença de um grupo tiol (-SH) na posição 6- do anel purinico, como na 
tribenzoiltioinosina, aumenta sensivelmente a atividade inibitória. 20 
2 JUSTIFICATIVA 
A doença de Chagas representa um grave problema de saúde pública para 
o Brasil, sendo responsável por dezenas de milhares de  óbitos por ano, apenas 
em nosso pais. Este fato demonstra claramente a importância de se atacar o 
problema com propostas diferentes e abordagens modernas e efetivas para o 
desenvolvimento de novos agentes terapêuticos. Como descrito por Verlinde et a), 
4.910 derivados da adenosina que contêm um grupo substituinte em N6 ou que são 
seletivamente benzoilados formam estruturas que favorecem a afinidade, 
aprimorando o design para novas moléculas, entretanto, para o desenvolvimento 
destes derivados são necessárias várias etapas, o que dificulta os métodos de 
preparação tornando-se muito caro. Devido as proximidades entre as enzimas 
gGAPDH de T. cruzi e T.brucei, Oliva et al propuseram que a gGAPDH de T. cruzi 
poderia ser utlizada para a busca computacional de inibidores  específicos para a 
doença de chagas. 17 Desta forma, grupos de compostos foram selecionados pelo 
método de busca computacional utilizando o programa DOCK 3.5 19-21 que apontou 
a inosina como um dos candidatos a inibidores de gGAPDH de T. cruzi. 
0 uso de inosina como precursor sintético para derivados de nucleosideos 
seletivamente substituídos, merece destaque pelo fato de ser um reagente mais 
acessível quando comparado com adenosina e tioinosina, alem de serem 
sintetizados a partir de reagentes comercialmente disponíveis, através da 
proposição de rotas sintéticas e de métodos de proteção e desproteção26 descritos 
na literature. 27-36 Todavia, constata-se que a presença de um grupo tiol (-SH) na 
posição 6- do anel purifico, aumenta sensivelmente a atividade inibitória. 20 
A preparação direta de derivados contendo o grupo tiol em N6 e contendo 
grupos aromáticos seletivamente nas posições 2'-, 3'- e 5'- da porção ribosideo do 
nucleosideo apresenta várias dificuldades, como  síntese em várias etapas e 
reagentes pouco acessíveis. Por isso, foram sintetizados precursores, como os 
derivados da triacilinosina, com o propósito de se fazer a hidrólise dos grupos 
protetores, obtendo-se assim a tioinosina, que servirá como o principal precursor 
l 2 
sintético para derivados tribenzoilados de tioinosina através do uso de 
metodologias simples e baratas. 
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3 OBJETIVOS 
0 objetivo do trabalho envolve a 
 síntese de inibidores seletivos da enzima 
gGAPDH de T cruzi, planejada a partir dos resultados observados nos testes de 
inibição enzimática, 
 feitos com moléculas selecionadas a partir do docking (seção 
1.3). Com isso, serão sintetizados derivados da inosina contendo grupamentos 
aromáticos seletivamente substituidos nas posições 2'-, 3'- e 5'-, da porção 
ribosideo da inosina através da proposição de rotas sintéticas e de métodos 
descritos na literatura. 
Após serem feitos os derivados da inosina seletivamente substituida, sera 
proposta uma rota sintética para a preparação da tioinosina a partir de inosina. 
Através de métodos de proteção e desproteção efetuando-se a proteção da 
inosina com diferentes grupos substituintes para posterior tionação dos derivados 
triacilados. 
Para a desproteção destes derivados triacilados serão estudados métodos 
de solválise descritos na literatura com o intuito de se propor um método de 
desproteção simples, barato e que requeira condições de reação brandas. Desta 
forma o custo e o tempo de preparação de derivados de tioinosina seletivamente 
substituida sera menor, assim poderão ser sintetizadas mais facilmente moléculas 
que poderão ser submetidas a testes de inibição enzimática frente a gGAPDH de 
T. cruzi. 
Através da tioinonisa também serão sintetizados derivados de ti6is com a 
finalidade de se obter um banco de moléculas que estarão aptas não somente 
para a inibição frente a gGAPDH, mais sim biologicamente ativos para outros 
tratamentos terapêuticos. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 Tentativa de acilação da posição 5'- da inosina 
Para efetuar as etapas de benzoilação seletiva da posição 5'-, do anel 
tetraidrofurano da inosina, foram empregados métodos descritos na literatura, 27 
onde usava-se como precursor da reação o reagente 2',3'-0-isopropilidenoinosina 
3, já preparado pelo grupo de trabalho, 27 empregando como agentes acilantes 
cloretos de ácido em piridina e subsequente hidrólise acida do grupo 
isopropilideno com ácido acético aquoso (Esquema 1). 
HO 	 HO 
HO„, 
0-71 
H3C CH 3 
3 
1. RCOCI 
Pyl 
2. Ac0H-H20 
A HO OH 
4 R = 4-NO2Ph 
5 R = 4-CIPh 
6 R = (E)-PhCH=CH 
Esquema 1 — Tentativa de síntese dos derivados 5'- acuados.  
Na tentativa de preparação dos compostos 4, 5 e 6 o precursor 
isopropilidenoinosina 3 não apresentou boa solubilidade no meio reacional, 
dificultando o desenvolvimento da reação. Na reação efetuada para urna tentativa 
de se obter o composto 4 obteve-se um produto que apresentou um espectro de 
Infra Vermelho (IV) com as bandas pouco definidas para o produto esperado, em 
vista disto, essa síntese foi descartada. 
Para a tentativa de preparação do composto 5, usando-se como reagente 
de partida o cloreto de 4-clorobenzoila, não se observou a formação de produto 
através das analises dos espectros de IV, obtendo-se no meio reacional, somente 
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o reagente de partida e o respectivo anidrido 4-clorobenzóico, que foi separado da 
mistura através de filtração e lavagem com uma solução de H20/NaHCO3 1:1 e foi 
confirmado pelo ponto de fusão, P.f. do anidrido obtido no meio reacional, 189 °C, 
(P.f. 28 = 194 °C). 
A reação entre isopropilidenoinosina 3 e cloreto de cinamoila na tentativa 
de preparação do composto 6, também não foi efetiva. 0 resíduo amorfo 
resultante da reação apresentou coloração escura, não sendo solúvel em 
solventes orgânicos e apresentando ponto de fusão acima de 270 °C, valor muito 
elevado para derivados de inosina seletivamente acilados na 
 posição 5'-. Cabe 
ressaltar que devido a seu baixo ponto de fusão e alto ponto de ebulição, o cloreto 
de cinamoila foi utilizado sem qualquer purificação, devido a dificuldade 
encontrada para sua recristalização ou 
 destilação. 
4.2 Benzoilação seletiva das posições 2' e 3' da inosina 
Como descrito por Kozai et a1, 29 a acilação seletiva de polióis apresenta 
algumas dificuldades devido a similaridade na reatividade das hidroxilas. 
Procurando contornar estas dificuldades, foram efetuados métodos de benzoilação 
da 6-cloroinosina através de tratamento com agentes acilantes na presença de 
bases orgânicas como: Bu3 N, Et3 N, (iPr)2NH e NH 3 , ou inorgânicas como: Na2 CO 3 
e NaOH em soluções aquosas, resultando ern compostos 2',3'-diacilados. Estas 
reações têm como vantagem a ausência de piridina como solvente e promotor da 
reação, bem como a não necessidade de aquecimento, tornando este método 
para reação de benzoilação seletiva mais rápido e mais limpo. 0 produto da 
reação resulta numa mistura de compostos mono- e dibenzoilados, os quais têm 
que ser separados através de coluna cromatografica, sendo um fator negativo 
para o método de preparação, já que o mesmo deve ser fácil e rápido. Entretanto, 
a ausência de piridina e aquecimento na preparação torna o método bastante 
conveniente. 
Para proceder a reação, além de solubilizar, o cloreto de ácido com a 
solução aquosa de acetonitrila é necessário que se faça uma escolha adequada 
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da base que sera usada, pois os rendimentos de conversão da reação são 
altamente dependentes da mesma. A remoção do próton de 2'-OH é a etapa inicial 
da benzoilação, e por isso, é necessário uma base efetiva na sua remoção. 29 
Seguindo-se a metodologia descrita anteriormente, foi realizada a 
benzoilação da inosina em solução aquosa de acetonitrila 67% na  presença de 
K2CO 3 . Para a benzoilação seletiva foram necessários apenas 1:20 h de reação, 
onde o acompanhamento foi feito por cromatografia de camada delgada que 
mostrou uma diferença significante entre o Rf do meio reacional e o Rf do 
reagente. Após o tratamento da reação, o resíduo foi separado em coluna 
cromatografica e as frações resultantes da coluna também foram analisadas 
através de cromatografia de camada delgada, as quais resultaram em três 
conjuntos de frações pelas aproximações dos fatores de retenção (Rf). Após a 
recristalização dos produtos, foram obtidos os pontos de fusão e os respectivos 
espectros de IV das três frações. Com estes dados, os dois primeiros conjuntos de 
frações obtidos foram descartados por apresentarem  características não 
desejáveis, como bandas de absorção muito largas na região de 1730 cm -1 e 
pontos de fusão muito baixos, além de pouca massa para uma análise mais 
adequada. 
A fração que apresentou  indícios de ser o produto esperado foi o conjunto 
de frações formado a partir das frações mais polares da coluna (3 ° conjunto), que 
após recristalização em AcOEt apresentou PI = 208-211 °C, e teve sua estrutura 
confirmada por IV e RMN- 1 H que indicaram que o composto formado é a 2',3'-0- 
dibenzoilinosina (Figura 7). 0 espectro de IV apresenta bandas bem resolvidas 
(Anexo 1), com uma banda em 1732 cm -1 , região de bandas carbon ilicas de éster, 
indicando que o produto está acilado. O espectro de RMN- 1 H (Anexo 1A) 
apresentou os seguintes dados: um multipleto em 3,91 ppm relativo ao grupo CH2 
da posição 5'-, sinal que para compostos benzoilados em 5'- aparece em campo 
mais baixo. Um dubleto em 4,55 ppm relativo ao grupo CH em 4'- no anel 
tetraidrofurano (J = 2,2 Hz), um duplo dubleto em 5,94 ppm relativo ao grupo CH 
da posição 3'- (J = 2,2 e 5,5 Hz) o qual em derivados não substituídos aparece em 
campo mais alto. Um multipleto em 6,18 ppm relativo ao grupo CH da  posição 2'- 
1 7 
do anel tetraidrofurano, aparecendo também a campo mais baixo que para 
derivados não benzoilados. Um dubleto em 6,49 ppm relativo ao grupo CH em 1'-, 
um sinal largo em 7,31-8,00 ppm com uma integração de 11 hidrogênios, sendo 5 
hidrogênios pertencentes a cada grupo fenil e 1 hidrogênio relativo a posição 8 na 
base purifica. Estes dados de RMN- 1 H confirmam que a molécula possui dois 
grupamentos aromáticos em 2'- e 3'- respectivamente, confirmando o composto 7. 
HO 6 
N 	 2 
HO 
3 	  2' 
Ph, 0 
	 0 Ph 
7 
Figura 7 — 2',3'-0-dibenzoilinosina 7. 
Mais informações sobre este composto (7) não foram obtidas, sendo que, 
pelo fato do mesmo ser inédito necessita de alguns estudos adicionais. Algumas 
caracterizações devem ser feitas, como CHN e RMN- 13 C. No entanto o composto 
não apresenta a pureza necessária para tais caracterizações, necessitando 
primeiramente de algumas etapas de purificação. 
4.3 Acilação das hidroxilas do anel ribosideo do nucleosideo 
Para que se possa efetuar a etapa de conversão 6-0H -÷ 6-SH partindo-se 
da inosina é necessário que os grupos hidroxila do anel ribosideo sejam 
protegidos, caso contrário, estes grupamentos também serão atacados, não 
permitindo que modificações com diferentes substituintes na porção ribosideo do 
nucleosideo possam ser feitas. 
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4.3.1 Acilação das hidroxilas utlizando-se anidrido acético 
Um método conveniente para se preparar análogos de 2',3',5'- 
triacitnucleosideos é reagir o ribonucleosideo com anidrido de acido ou cloreto de 
ácido, em piridina (Esquema 2). 30-32 
Para se efetuar a proteção das posições 2'-, 3'- e 5'- do anel ribosideo da 
inosina 1 utilizou-se anidrido acético como agente acilante, tomando os devidos 
cuidados para se evitar a presença de água no meio reacional. Para isso foram 
utilizados solventes anidros (piridina, anidrido acético), e tubos secantes de cloreto 
de cálcio. Em reações onde a piridina e/ou o anidrido acético não estavam muito 
secos, os rendimentos obtidos para o composto 8 foram baixos, refletindo a 
qualidade dos reagentes utilizados. 
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Esquema 2 — Acilação da inosina 1. 
0 tempo de reação foi de 3 horas a 95 °C e o reagente de partida 
apresentou-se com ótima solubilidade no meio reacional, visto que os compostos 
como inosina e derivados de nucleosideos, em geral, não apresentam boa 
solubilidade em solventes orgânicos. Após o término da reação, durante o 
resfriamento à temperatura ambiente, pode-se observar a precipitação de 
cloridrato de piridinio abaixo de 70 °C, onde sua solubilidade começa a diminuir. 
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O produto resultante da acetilação foi um solido branco 8 com rendimento 
de 82% (Rend. lit. 30 = 90%) e facilmente caracterizado por meio de ponto de 
fusão e Infra Vermelho. 0 ponto de fusão obtido para o produto resultante foi de 
245 °C, podendo-se dizer que esta dentro do esperado, comparando-se com os 
pontos de fusão da literatura que apresentam valores de 241 00 30 e 236-238 °C. 33 
0 espectro de IV obtido para o composto 2',3',5'-0-triacetilinosina 8, apresenta 
bandas de absorção em 1738 cm -1 , características de estiramento 0=0 de éster. 
0 desaparecimento das bandas em 3432 e 3296 cm -1 referentes aos grupos OH 
da inosina são um forte indicio da formação do produto esperado 8. 0 espectro de 
RMN- 1 H não foi obtido pelo fato do produto poder ser caracterizado apenas por 
P.f. e Infra Vermelho, através de comparações com outras amostras do mesmo 
produto já obtidas pelo grupo de trabalho. 2° 
4.3.2 Acetilação das hidroxilas utlizando-se cloreto de 4-clorobenzoila 
Na tentativa de acilação das hidroxilas para se efetuar a proteção das 
posições 2'-, 3'- e 5'- da porção carboidrato da inosina 1 (Esquema 2), estudou-se 
a metodologia aplicada por Fox et a1, 32 porém substituindo o cloreto de benzoila 
por cloreto de 4-clorobenzoila como agente acilante. Foram tomados os devidos 
cuidados para se evitar a presença 
 de água no meio reacional. Para isso utilizou-
se condição de solventes anidros (piridina), tubos secantes de cloreto de cálcio e 
atmosfera de N2. 
0 tempo de reação foi de 5 horas, nunca excedendo a temperatura de 65 
°C, como descrito na literatura. No decorrer da reação, a mesma permaneceu por 
todo o tempo com sólidos esbranquiçados insolúveis, aderidos as paredes do 
balão, o que indica que o reagente de partida não foi totalmente solubilizado no 
meio reacional. Após o fim do aquecimento a solução ainda permaneceu sob 
agitação e continuou a temperatura ambiente por mais 15 horas, onde parte do 
solido ainda ficou insolúvel. 
Após o tratamento com agua para separar o acido 4-clorobenzóico e cloreto 
de ácido 4-clorobenzóico, tentou-se uma cristalização com acetona, porém não se 
obteve sucesso. 0 produto apresentou coloração escura, e após algumas 
2 ( ) 
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8 R = CH3 
9 R = 4-CIPh 
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tentativas infrutíferas de recristalização, o resíduo semi-sólido foi filtrado em funil 
de placa porosa contendo silica gel, com o intuito de purificá-lo por fracionamento. 
A partir da eluição com éter de petroleo/AcOEt 3:1, foram obtidas quatro frações, 
sendo comparadas por cromatografia de camada delgada, com amostras do 
reagente de partida 1 e do produto esperado 9. Apenas duas frações 
apresentaram Rf proximo ao Rf do produto esperado, sendo que as outras duas 
frações foram correspondentes ao anidrido 4-clorobenzóico, o que foi comprovado 
através de ponto de fusão, P.f. do produto obtido, 194-196 °C (p .f. 28 = 194 °C). No 
entanto, não foi possível recristalizar as frações de interesse e não foi obtido o 
produto esperado. 
Estes resultados indicam que a qualidade do cloreto de 4-clorobenzoila é 
duvidosa, pois o composto 9 
 já havia sido preparado pelo grupo de trabalho. 
Devido ao insucesso desta reação, foi utilizado o composto 9 que já estava 
disponível no laboratório para a tentativa de tionação descrita na próxima seção. 
4.4 Substituição do grupamento OH por SH na posição 6- do anel 
purina 
4.4.1 Tionagão das triacilinosinas 8 e 9 
Para a conversão do grupo 6-0H para 6-SH do anel purifico da inosina 
triacilada utilizou-se o procedimento descrito por lkehara et a/, 27 onde o processo 
de tionação é feito em duas etapas. Tanto para a triacetilinosina 8 quanto para a 
tri-4-clorobenzoilinosina 9 o procedimento e as proporções de solventes e 
reagentes utilizados foram os mesmos (Esquema 3), sendo desta forma as 
reações similares. 
HS 
R 	 0 	 f!_ — N 
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Esquema 3 — Síntese dos derivados da tioinosina. 
A primeira etapa da 
 síntese 
 consiste em promover uma substituição 
nucleofilica aromática 
 do grupo OH por cloro, gerada a partir da reação entre DMF 
e cloreto de tionila. Foram empregados solventes e reagentes devidamente secos 
(anidros), tubos secantes de cloreto de 
 cálcio e atmosfera de N2, deixando-se o 
composto de partida (8 ou 9), reagir com SOCl2 por 3 horas em 70-75 ° C, 
conforme descrito na literatura. 27 Os compostos apresentaram boa solubilidade 
nos solventes utilizados, facilitando o procedimento da reação. 
0 composto resultante após a evaporação do solvente é um óleo 
amarelado, o qual não foi isolado em nosso trabalho. Este 
 óleo, possivelmente o 
derivado 6-cloroinosina, 27 é o precursor da etapa de tionagão, onde a conversão 
para o grupo tiol é efetuada por tiouréia. Na segunda etapa da reação o óleo 
resultante foi solubilizado em Et0H e adicionou-se tiouréia. Nos primeiros dez 
minutos da reação já pode ser observada a formação de produto através da 
precipitação de um sólido claro, o que indica que a reação é rápida e o produto 
esperado não apresenta boa solubilidade no meio. 
 Após 1 h a 95 °C, o precipitado 
foi filtrado, lavado com agua e Me0H, e a caracterização do produto foi feita 
através de ponto de fusão. Pt. para o composto 10: 247-249  C. 
 (P.f. 31 = 252-253 
°C), que apresentou rendimento de 39%. Ponto de fusão para o composto 11: 
256-260 °C. (P.f. 31 = 239-240 °C), com rendimento de 51%. Esta diferença de 
aproximadamente 15 °C no ponto de fusão para o composto 11 pode ser 
considerada irrelevante, visto que para compostos com ponto de fusão muito altos 
a precisão do aparelho é comprometida e o composto não foi recristalizado. A 
conversão do grupo OH pelo grupo SH não irá representar mudanças 
significativas tanto nos espectros de Infra Vermelho quanto nos espectros de 
RMN- 1 H, por isso, os mesmos não foram 
 úteis na caracterização. 
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4.5 Desproteção dos derivados da tioinosina 
Na desproteção dos grupos acil dos derivados triacilados utilizou-se como 
substrato o composto 10 (obtido através da acetilação e tionação da inosina, 
descrito nas seções 4.3.1 e 4.4.1) e o composto 12 (disponível no grupo de 
trabalho, tendo sido preparado de maneira similar, através das metodologias 
descritas na literatura). 27 ' 32 Foram empregados vários métodos de solvglise, 
geralmente em meio básico usando-se NaHCO3/Me0H,26 Na0H/Et0H,26 
NH3/Me0H, 33 AcCI, 34 KCN/Me0H, 36 TEA/Et0H/H20. 36 As etapas de solvolise 
estudadas estão resumidas no Esquema 4 e na Tabela 2. 
Esquema 4— Solvólise dos derivados triacilados. 
Tabela 2 — Compostos submetidos a reação de solválise e suas respectivas 
condições reacionais. 
Reação Composto R Condições reacionais 
1 10 CH3 CH 3COCI, Et0H/ tal 72 h 
2 10 CH3 NaOH, Et0H/ La./ 1:50h 
3 10 CH3 NaHCO3, Me0H/ ta.! 1:50 h 
4 10 CH3 KCN, MeOHI ta.! 24 h 
5 12 C6H5 KCN, Me0H/ t.a./ 73 h 
6 10 CH3 NH3, Me0H/ t.a./ 24 h 
7 12 C6H5 NH3, Me0H/ ta.! 23 h 
8 10 CH3 Et3N, Me0H/ H 201 t.a./ 1:40h 
9 12 C6H5 Et3N, Me0H/ H 201 ta.! 57 h 
23  
4.5.1 Solválise a partir de cloreto de acetila 
Na alcoólise de ésteres, o álcool produzido na reação é deslocado por um 
reagente nucleofilico. Em face disto, um álcool é capaz de deslocar o grupo 
alcóxido do éster através de transesterificação. No entanto, para deslocar o 
equilíbrio para a direita torna-se necessário usar o álcool responsável pela 
alcoólise em grande excesso relativamente a quantidade estequiornétrica. Esta 
transesterificação pode ser tanto catalisada por 
 ácidos como por bases, possuindo 
mecanismos semelhantes. 38 
A tentativa de solvólise dos grupos acetila em 10 foi primeiramente 
realizada através da clivagem do grupo acetil efetuada em uma solução de cloreto 
de acetila em Et0H (Reação 1 - Tabela 2), seguindo-se a metodologia aplicada 
por Lee et al34 onde é proposta uma solvolise catalisada por HCI que é gerado no 
meio reacional a partir da esterificação do cloreto de acido pelo etanol em 
excesso. Este é um método vantajoso por se ter reagentes e sub produtos 
voláteis, os quais podem ser retirados facilmente do meio durante o tratamento da 
reação através de evaporação no rota evaporador. 0 acompanhamento da 
 reação 
foi feito por cromatografia de camada delgada usando uma mistura de 
AcOEt/Me0H 8:2 como eluente. A reação permaneceu sob agitação magnética 
durante 72 h, no entanto, não foi observado diferença de Rf nas manchas 
aplicadas. A solução final foi evaporada em evaporador rotativo e o solido 
resultante foi recristalizado em Et0H. 
0 composto resultante apresentou P.f. = 225 °C, o qual condiz com valores 
da literatura relatados para a tioinosina 13 (P1 32 = 225-226 °C, P.f. 37 = 221-223 
°C). 0 espectro de Infra Vermelho apresenta uma banda de  absorção em 3036 
cm -1 e não apresenta mais a banda correspondente ao éster inicial em 1746 cm -1 . 
Estes fatos indicam que o composto foi desacilado. No entanto, o espectro de 
RMN -1 H, apresenta somente 4 sinais, centrados em 13,80 ppm, 8,63 ppm, 8,47 
ppm e 8,20 ppm, o que corresponde aos hidrogênios da base purinica do 
nucleosideo, indicando que ocorreu uma clivagem separando o anel 
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tetraidrofurano da purina. Portanto, este método não é adequado para a hidrólise 
dos derivados de tionucleosideos. 
4.5.2. Solvedise a partir de NaOH e NaHCO3 
Como mencionado anteriormente (seção 4.5.1), a reação 1 (Tabela 2) com 
catálise acida propiciou uma clivagem do nucleosideo, separando a base purinica 
do anel tetraidrofurano. Baseando-se nestes fatos foram realizadas hidrólises com 
catálise básica, através de transesterificação, com o propósito de se obter a 
tioinosina 13. 
Como descrito na literatura, uma grande quantidade de álcool (Me0H ou 
Et0H) foi usada, para que se forme o éster correspondente ao álcool e o 
nucleosideo 10 seja desacilado. As bases utilizadas foram, NaOH e NaHCO3, 
entretanto, nenhuma das duas reações (Reações 2 e 3 - Tabela 2) funcionou 
devido a baixa solubilidade dos reagentes nos álcoois correspondentes e a difícil 
separação dos resíduos inorgânicos e sub produtos formados na reação. Com  
base nisso, este método de solvólise foi descartado. 
4.5.3 Solve) lise catalisada por KCN 
Segundo Herzig et a1, 35 uma das formas de remover grupos acetato e 
benzoato, de todas as posições em açúcares, é através de um método catalisado 
por cianeto. O procedimento para a 0-desacitação envolve a adição de uma 
quantidade catalítica de um cianeto alcalino a uma solução metanblica em 
excesso. As reações ocorrem a temperatura ambiente, resultando em soluções 
limpas e produtos desacilados. A remoção do KCN pode ser feita através de 
filtração, obtendo-se produtos livres de KCN. O curso de reação proposto para a 
desacilação pode ser visto no Esquema 5. 
I I 	 CN I I R— 0— C – Me 	 R-0- + Me— C – CN 
R–OH + Me— 
o 
Me —C – Me + CN 
Esquema 5 — Curso da reação de desacilacão utilizando KCN como catalisador. 
Foram efetuadas reações de desacilação pelo método descrito por Herzig 
para os compostos 2',3',5'-0-triacetiltioinosina 10 e 2',3',5'-0-tribenzoiltioinosina 
12. A tentativa de síntese do composto 13 usando como precursor a 
triacetiltioinosina 10, (Reação 4 - Tabela 2), foi acompanhada por cromatografia de 
camada delgada usando uma mistura AcOEVEt0H 3:1 como eluente.  Após as 
primeiras 3 horas de reação pode-se observar uma pequena mancha na placa 
cromatografica, com Rf menor que o Rf do reagente. 0 acompanhamento por 
cromatografia de camada delgada foi feito até 3:40 h de reação, e como ainda 
haviam duas manchas que correspondiam ao reagente e ao produto, com maior 
intensidade para o reagente, a reação ficou sob agitação 
 magnética de um dia 
para o outro. No término da reação, após 23 horas, a mesma não apresentava 
mais a mancha respectiva ao reagente, a solução foi filtrada em funil de placa 
porosa com silica gel e lavada com Et0H, com o intuito de se retirar o KCN 
presente no meio. Foram retiradas duas frações, as quais foram evaporadas no 
rota evaporador resultando em sólidos. As duas frações foram recristalizadas em 
Et0H, entretanto a l a fração foi desprezada por apresentar pouca massa. A 2 0 
fração apresentou P.f. = 197-200 °C. 
0 espectro de Infra Vermelho correspondente a esta  fração apresentou 
bandas em 3428 cm -1 , região caracteristica de OH. Porem, também apresentou 
bandas em 1728 cm -1 , região característica de carbonila de éster, apresentando 
indícios de que poderia ter ocorrido hidrólise seletiva dos grupos OH. Este fato não 
foi confirmado por não se ter o espectro de RMN- 1 H. 
Na reação de solvdise da tribenzoiltioinosina 12, (Reação 5 - Tabela 2), a 
reação ficou sob agitação magnética em t.a. por 73 h, e no término da reação o R t 
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do meio reacional ainda era igual ao Rf do reagente. A suspensão resultante foi 
filtrada por gravidade e lavada com Et0H, utilizando-se outro método de 
eliminação do KCN. Após retirada do solvente, o solido resultante não apresentou 
solubilidade em nenhum solvente, eliminando as possibilidades de recristalização, 
por isso o solido foi lavado com 0H2Cl2, 0H0I3, acetona e Me0H. Após todas as 
lavagens obteve-se um solido com P.f. = 243-245 °C. 
0 espectro de Infra Vermelho (Anexo 2) apresentou uma banda em 3472 cm 
1, 
 que pode ser característica de OH, e ainda apresentou uma banda de carbonila 
em 1700 cm -1 , porém nos espectros anteriores, as bandas de carbonila de éster 
nunca caíram em valores abaixo de 1728 cm -1 . Essa mudança no valor da banda 
carbonilica poderia indicar uma  hidrólise seletiva dos grupos benzoil, o que foi 
confirmado no espectro de RMN- 1 H (Anexo 2A), que indicou que o produto obtido 
foi a 5'-0-benzoiltioinosina 14 (Figura 8). 
2 
HO OH 
14 
Figura 8— Estrutura da 5'-0-benzoiltioinosina 14. 
0 espectro de RMN- 1 H, usando DMSO-c15 como solvente, apresenta os 
seguintes sinais: um multipleto em 4,25-4,63 ppm (5 hidrogênios) relativos aos 
grupos CH do anel tetraidrofurano em 2'-, 3'- e 4'- e relativo ao grupo CH2 em 5'-, 
o qual apareceu em campo mais baixo do que para compostos não acilados em 
5'-; um dubleto em 5,47 ppm relativo ao grupo OH da posição 2'- (J = 5,4 Hz); um 
dubleto em 5,68 ppm relativo ao grupo OH da posição 3'- (J = 5,5 Hz); um dubleto 
em 5,93 ppm relativo ao grupo CH em 1'- do anel tetraidrofurano (J = 4,5 Hz); um 
multipleto centrado em 7,60 ppm relativo aos hidrogênios meta e para do anel 
aromático; um dubleto em 7,80 ppm relativo aos hidrogênios orto do anel 
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aromático (J = 7,2 Hz); um singleto em 8,13 ppm relativo ao grupo CH na 
 posição 
8 do anel purifico; um singleto em 8,45 ppm relativo ao grupo CH na 
 posição 2 do 
anel purifico. 
Estes dados confirmam a desacilação seletiva das 
 posições 2'- e 3'- da 
tribenzoiltioinosina, apesar da diferença de valores de ponto de fusão quando 
comparado com a literatura (P.f. 32 = 225-226 °C). No entanto, essa hidrólise 
seletiva discorda do estudo feito pelo grupo de Herzig, onde tem-se que nos 
derivados 0-acilados a reatividade depende de sua posição e configuração. 
Observa-se que a velocidade global de reação é influenciada pelo grupo 
substituinte vizinho na ordem de —OH > -0Ac >> -OR, e é dada pelo Esquema 6, 
indicando que os grupos acetil em 10 deveriam ter sido mais facilmente clivados. 
k 00 
 
Me7 
-0 	 0 
0=C, 
Me 
Esquema 6 — Curso para as hidrólises seletivas. 
Estes resultados indicam que, apesar de não levar a tioinosina 13, a 
utilização de KCN se mostra promissora na preparação de nucleosideos 
seletivamente substituidos, podendo-se fazer variações das condições de reação 
procurando obter outros derivados seletivamente acilados com diferentes 
substituintes e em diferentes posições do anal tetraidrofurano. 
4.5.4 Solvólise a partir de amônia 
A solválise de ésteres feita pela reação com amônia é chamada de 
aminolise. Esta reação acontece pelo tratamento do éster, geralmente dissolvido 
em álcool (Me0H ou Et0H), com amônia, obtendo-se a amida primaria e o álcool 
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correspondentes. A reação se cla por ataque nucleofilico da amônia sobre o 
carbono carbonilico do éster, e posterior eliminação do álcoo1. 38 
Esse procedimento foi efetuado para a solvolise dos nucleosideos 2,3,5'- 
0-triacetiltioinosina 10 e 2',3',5'-0-tribenzoiltioinosina 12, (Reações 6 e7 - Tabela 
2), seguindo-se a metodologia aplicada por Ikehara. 33 Borbulhou-se amônia em 
uma solução contendo triacetiltioinosina 10 e Me0H, a solução que estava com o 
reagente de partida insolúvel imediatamente solubilizou e aqueceu. 0 
borbulhamento de amônia com um fluxo continuo durou apenas 10 minutos, e 
após isso o balão foi vedado para que o mesmo permanecesse saturado com 
amônia. A solução ficou em repouso por 23 h, o balão foi então cuidadosamente 
aberto e a agitação magnética foi acionada para que o excesso de amônia fosse 
liberado. Após evaporação do solvente ern evaporador rotativo, a solução resultou 
em um sólido branco, o qual foi lavado com AcOEt a quente para que a acetamida 
formada no meio reacional fosse separada do produto. Após recristalização em 
Me0H o composto forneceu P.f. = 216-218 °C, o qual esta de acordo com os 
valores de ponto de fusão descritos na literatura para a tioinosina 13 (P.f. 27 = 209- 
211 °C, P.f. 37 = 221-223 °C). 
0 espectro de IV (Anexo 3) apresentou uma banda larga em 3356 cm -1 , 
região característica dos grupos OH, e não apresentou banda de ester na região 
de 1700 cm -1 , indicando que a desacilação foi realizada com sucesso. 0 espectro 
de RMN- 1 H (Anexo 3A-B) para o composto apresenta os seguintes sinais: um 
muitipleto em 3,67 ppm atribuído ao grupo CH2 da posição 5'- do anel 
tetraidrofurano que para derivados acilados aparece em campo mais baixo: um 
dubleto em 4,00 ppm referente ao grupo CH na posição 4'- do anel tetraidrofurano 
(J = 3,3 Hz), um multipleto em 4,18 ppm referente ao grupo CH da posição 3'- do 
anel tetraidrofurano, um multipleto em 4,46 ppm referente ao grupo CH da posição 
2'- do anel tetraidrofurano, todos estes sinais apareceriam em campo 0,8-1,0 ppm 
mais baixo se fossem derivados  acuados. Um sinal largo em 5,09 ppm referente 
aos grupos OH das posições 2'- e 3'-, um sinal largo em 5,49 ppm referente ao 
grupo OH da posição 5'-, um dubleto em 5,93 ppm referente ao grupo CH na 
posição 1'- do anel tetraidrofurano (J = 5,3 Hz), um singleto em 8,18 ppm relativo 
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ao grupo CH na posição 8 da base purinica, um singleto em 8,52 ppm referente ao 
grupo CH da posição 2 da base purinica. 0 que confirma que o composto da 
solvolise é a tioinosina 13, o qual apresentou um rendimento de 30%. 
A hidrólise da tribenzoiltioinosina 12 foi efetuada nas mesmas condições da 
reação anterior e forneceu um sólido branco com PI = 209-212 °C. O espectro de 
Infra Vermelho apresenta bandas semelhantes ao espectro obtido na reação com 
triacetiltioinosina 10, observando-se uma banda em 3404 cm -1 referente aos 
grupos OH e o desaparecimento da banda na região de 1700 cm -1 referente a 
carbonila do grupamento éster, indicando que o composto é o esperado, tioinosina 
13. Entretanto, essa reação não se mostrou eficiente devido ao baixo rendimento 
obtido, além da dificuldade de separar a benzamida formada como sub-produto. 
4.5.5 Solvddise através de trietilamina (TEA) 
0 objetivo da solvolise utilizando TEA é promover a reação de clivagem dos 
grupos acilantes, obtendo-se como sub produto da 
 reação o éster correspondente 
ao álcool utilizado além da TEA que está no meio reacional. As reações usando-se 
trietilamina como agente de solvolise foram usadas para solvolisar os compostos 
2',3',5'-triacetiltioinosina 10 e 2',3',5'-tribenzoiltioinosina 12 (Reações 8 e 9 - 
Tabela 2). Para proceder a reação foi preparada uma solução com 
Et3N/Me0H/H20 1:5:1 conforme descrito por Tsuzuki et a1, 36 e sobre esta foi 
adicionado a triacetiltioinosina 10, que rapidamente solubilizou no meio reacional. 
0 acompanhamento da reação foi feito por cromatografia de camada delgada 
usando uma solucão de AcOEt/Me0H 1:1 como eluente. A reação ficou agitando 
magneticamente a t.a. por 1:40 h e após isso foi evaporada no rota evaporador. 
sólido foi recristalizado em Me0H e o espectro de Infra Vermelho apresentou as 
bandas caracteriticas para a tioinosina 13 como nos casos anteriores, confirmando 
o sucesso da reação, obtendo-se um rendimento de 45%. 
Ao repetir a reação nas mesmas condições para a tribenzoitioinosina 12, 
não foi observado uma boa solubilidade no meio reacional. 0 acompanhamento 
da reação foi feito por cromatografia de camada delgada, sendo que em 57 horas 
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de reação não houve diferença nos valores de Rf para o reagente e para o meio 
reacional, indicando que a reação não ocorreu, o que foi con fi rmado através de 
espectro de Infra Vermelho, que apresentava-se igual ao do reagente de partida. 
4.6 Considerações sobre a preparação de tioinosina 13 a partir da 
inosina 1 
Como descrito nas seções anteriores (4.3, 4.4 e 4.5), foram efetuados 
vários métodos para a preparação da tioinosina 13. Sendo que o método que se 
destacou para a proteção da inosina foi onde utilizou-se anidrido acético como 
agente acilante (seção 4.3.1), por utilizar reagentes baratos e de fácil acesso, 
além de apresentar um rendimento alto, com 82%. Para as etapas de tionação 
observa-se que o derivado tri-4-clorobenzoiltioinosina 11 apresentou maior 
rendimento com 51%, entretanto o composto 9, precursor da reação de 
preparação de 11, não foi efetivo na etapa de acilação refletindo a ma qualidade 
do cloreto de 4-clorobenzoila e indicando que o composto mais conveniente para 
a etapa de tionação é o composto 8. 
Nas etapas de solvdise, dentre os métodos estudados, aqueles que 
apresentam melhores resultados são os que se usou NH3/Me0H e 
TEA/H20/Me0H para a desacilação da tioinosina 13, sendo que a reação de 
solvolise do composto 10 com TEA, é mais efetiva por apresentar maior 
rendimento com 45% e por gerar menos dificuldades no preparo da reação, sendo 
a mais indicada para a desacilação da tracilinosina. Com  isto pode-se apresentar 
uma rota para a preparação de tioinosina 13 a partir da inosina 1, conforme 
Esquema 7. 
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Esquema 7- Rota proposta para a preparação da tioinosina 13. 
A partir desta rota, prepara-se a tioinosina 13 em três etapas, através de 
reações empregando condições simples e baratas, e apresentando um rendimento 
global de 15%. Apesar de ser considerado baixo, os rendimentos podem ser 
largamente melhorados através de otimizações das reações, podendo-se chegar a 
rendimentos globais de mais de 60% se os valores descritos na literatura forem 
atingidos. 
Com estes resultados pode-se fazer reações em larga escala partindo-se 
da inosina 1 para se chegar a tioinosina 13, que servirá como precursor de vários 
derivados a partir de uma única etapa, diminuindo as etapas e os tempos de 
reação para a preparação de derivados de 13 seletivamente  acuados, 
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5 PARTE EXPERIMENTAL 
5.1 REAGENTES E INSTRUMENTAÇÃO 
Os espectros de infra-vermelho foram obtidos em pastilha de KBr ou filme, 
em espectrofotômetro Perkin-Elmer FT-IR 1600 com sistema de registro 
computadorizado, na região de 4000 a 400 cm -1 . Os espectros de RMN- 1 H foram 
obtidos em aparelho BRUCKER modelo AC-200F em 200 MHz usando TMS como 
padrão interno e DMSO-d6 como solvente. A determinação do ponto de fusão das 
substâncias sólidas foi realizada em um aparelho Microquimica MQAPF301. 
Todos os solventes e reagentes empregados nas sínteses e 
caracterizações foram adquiridos de fontes comerciais (Aldrich, Merck, Fluka, 
Mallinckrodt, Nuclear, Synth) e utilizados sem prévia purificação, com exceção dos 
cloretos de ácido, cloreto de benzoila e cloreto de 4-clorobenzoila, e da piridina, 
que foram tratados de acordo com procedimentos descritos na literatura. 39 
5.2 PROCEDIMENTO PARA AS REAÇÕES 
5.2.1 Preparação da 2',3'- 0-dibenzotilinosina 7: 
A uma solução contendo 0,13 g (0,50 mmol) de inosina 1, 0,83 g (6,0 mmol) 
de K2CO3 e 15 mL de acetonitrila aquosa 67%, foi adicionado 0,35 mL (3,0 mmol) 
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de cloreto de benzoila, deixando sob agitação, a temperatura ambiente, durante 
1:20 h. A solução foi tratada com HCI 13% até atingir pH 7. Em seguida, foi 
extraída com AcOEt, a fase orgânica foi seca com sulfato de sódio, filtrada e o 
solvente retirado em evaporador rotativo. 0 solido obtido foi separado por 
cromatografia em coluna de silica gel usando como eluente acetato de etila. 0 
produto obtido das frações mais polares foi recristalizado em AcOEt, obtendo-se o 
composto 2',3'-0-dibenzoilinosina 7: Rend. 27%. P.f. = 208-211 °C. IV: 3434, 3254 
(OH), 1732 (C=0-éster), 1678 (C=0), 1270 cm -1 . RMN- 1 H: 6 3,91 (m, 2H), 4,55 (d, 
1H, J -= 2,2 Hz), 5,94 (dd, 1H, J = 2,2 e 5,5 Hz), 6,18 (m, 1H), 6,49 (d, 1H, J -.,-- 6,8 
Hz), 7,31-7,67 (m, 6H), 7,81 (s, 1H), 7,99 (m, 4H), 8,37 (s, 1H). 
5.2.2 Preparação da 2',3',5'-0-triacetilinosina 8: 
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') 
H3C O 	 N 
I 
H3C,y 0 	 0,,„.„, CH3 
II 
O 	 O 
I 	 8 
A uma solução formada por 2,00 g (7,45 mmol) de inosina 1 e 10 mL (0,10 
moi) de anidrido acético protegida, por um tubo secante de CaCl2, foram 
adicionados 5 mL de piridina anidra. Esta solução foi deixada sob agitação 
magnética a 90 °C por 3 horas. Após esfriar, a reação foi extraída com CH2Cl2, a 
fase orgânica foi seca com Na2SO4, e o solvente evaporado em evaporador 
rotativo. Coevaporação do  resíduo formado por duas vezes com etanol, forneceu o 
composto 2',3',5'-0-triacetilinosina 8 como solido amorfo branco. Rend. 82%. P.f. 
r- 245 °C. (P.f. 3° = 241 °C, P.f. 33 = 236-238 °C). IV: 1738 (C=0-éster), 1706 (CON), 
1202 cm -1 (COC). 
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5.2.3 Preparação dos derivados de tic:As triacilados: 
HO 
 
 
R5.. 	 0 	 N 	 1. DMF (1,25 eq) 
SOC12 (2,5 eq.) 
,0-71
CHCI3/ 3 h/ A 
	
R, 	 O0 	 R 	 2. (NH2)C:=S (2,5 eq.) 
Et0H/ 1 h/ A 
o 
8 R = CH3 
9 R 4-CiPh 
 
	11. 
R 0 OR 
10 R CH3 
11 R = 4-CIPh 
5.2.3.1 Preparação da 2',3',5'-0-triacetiltioinosina 10: 
Foram adicionados a um balk), 43 mL de CHCI 3 seguidos de 1,1 mL (15 
mmol) de SOCl2 e 0,58 mL (7,5 mmol) de DMF. Esta solução ficou sob agitação a 
temperatura ambiente e atmosfera de N2 por 12 minutos, então adicionou-se 2,36 
g (5,98 mmol) de 2',3',5'-triacetilinosina 8 e a reação foi levada a refluxo brando 
por 3 horas. 0 solvente orgânico foi evaporado em evaporador rotativo, e o 
resíduo coevaporado por duas vezes com etanol. O residua oleoso resultante foi 
solubilizado em 35 mL de Et0H, foram adicionados 1,14 g (15,0 mmol) de tiouréia 
e a solução foi levada a 95 °C por 1 hora. Após atingir a temperatura ambiente, o 
sólido precipitado foi filtrado e lavado com H20 e Me0H, resultando no composto 
2',3',5'-0-triacetiltioinosina 10: Rend. 39%. P.f. = 247-249 °C. (P.f. 31 = 252-253 °C). 
IV: 2730 (-SH), 1746 (C=0-éster), 1592 cm -1 (C=N). 
5.2.3.2 Preparação da 2',3',5'-0-tri-4-clorobenzoiltioinosina 11: 
Preparou-se uma solução com 4,18 mL de CHCI3, 0,11 mL (1,45 mmol) de 
SOCl2 e 0,05 mL (0,72 mmol) de DMF. Esta solução permaneceu a temperatura 
ambiente e sob atmosfera de N2 por 10 minutos. Então adicionou-se 0,365 g (0,53 
35 
mmol) de 2',3',5'-0-tri-4-clorobenzoilinosina 9 e a reação foi elevada a 75 °C por 3 
horas. 0 solvente orgânico foi evaporado em evaporador rotativo, e o resíduo 
coevaporado por duas vezes com etanol. 0 resíduo oleoso resultante foi 
solubilizado em 3,35 mL de Et0H, foram adicionados 0,11 g (0,58 mmol) de 
tiouréia e a temperatura elevada a 95 °C por 1 hora. Após atingir a temperatura 
ambiente, o solido resultante foi filtrado e lavado com Et0H e CH2Cl2, resultando 
no composto 2',3',5-0-tri-4-clorobenzoiltioinosina 11: Rend. 51%. P.f. :-- 256-260 
°C. (P.f. 31 = 239-240 °C). IV: 1729 (C=0-éster), 1594 (C=N), 1092 cm -1 (=CH). 
5.2.4 preparação da 5'-0-benzoittioinosina 14: 
HS 
 
HS 
 
Ph 
1. KCN (0.55 eq.) 
Me0H/ ta.! 72 h 
	 a 
 
14 
Foram adicionados 0,01 g (0,18 mmol) de KCN a urn balão contendo 3,1 
mL de Me0H. A esta suspensão, adicionou-se sob agitação, 0,20 g (0,33 mmol) 
de 2',3',5'-0-tribenzoiltioinosina 12 a qual ficou agitando a temperatura ambiente 
por 72 h. A suspensão resultante foi filtrada em funil por gravidade e lavada com 
EtOH. 
0 filtrado foi evaporado em evaporador rotativo e o solido obtido lavado 
com Et0H, acetona, CH2Cl2 e 0H0 I3 , Após as lavagens, o solido foi seco a 
temperatura ambiente, obtendo-se o composto 5'-0-benzoiltioinosina 14: Rend. 
33%. P.f. .-- 243-245 °C. (P.f. 32 = 225-226 °C). IV: 3472 (-OH); 1700 (C=0); 1208 
cm -1 (C=S). RMN-1 H: 5 4,25-4,63 (m, 5H), 5,47 (d, 1H, J = 5,4 Hz), 5,68 (d, 1H, J = 
5,4 Hz), 5,93 (d, 1H, J = 4,5 Hz), 7,60 (m, 3H), 7,80 (d, 2H, J = 7,3 Hz), 8,10 (s, 
1H), 8,40 (s, 1H). 
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O 
O 
H3C0 	 0 CH3 
o 
 10 
a) NH3 10 min. 
Et0H/ t.a./ 24 h 	 HO 
Cu 
 
b) Et3N (16 eq.) 	 HO 
Me0H/ H20 
t.a./ 1:40h 
OH 
13 
HS HS 
5.2.5 Preparação da tioinosina 13: 
5.2.5.1 Solviilise utilizando NH3/MeOH: 
A um balão contendo uma suspensão formada por 0,114 g (0,28 mmol) de 
2',3',5'-0-triacetiltioinosina 10 e 5 mL de Me0H, mantido em banho de gelo, 
borbulhou-se amônia por aproximadamente 10 minutos com um fluxo continuo. A 
solução final permaneceu em repouso, com o balão fechado e a temperatura 
ambiente, por 24 horas. Após este tempo, o frasco foi cuidadosamente aberto, 
ficando alguns minutos sob agitação para que houvesse a liberação do excesso 
de NH3. O liquido resultante foi evaporado em evaporador rotativo, o sólido obtido 
foi triturado em AcOEt a quente e posteriormente decantado. 0 sólido resultante 
foi recristalizado em Me0H obtendo-se tioinosina 13: Rend. 30%. P.f. = 216-218 
°C. (P.f. 27 = 209-211 ° C, P.f.37 = 221-223 °C). IV: 3356 (-OH); 1604 (C=N); 1196 
cm -1 (C=S). RMN 1 H: o 3,67 (m, 2H), 4,00 (d, 1H, J = 3,3 Hz), 4,18 (m, 1H), 4,46 (m, 
1H), 5,09 (sinal largo, 2H), 5,49 (sinal largo, 1H), 5,93 (d, 1H, J = 5,3 Hz), 8,18 (s, 
1H), 8,52 (s, 1H). 
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5.2.5.2 Solvôlise utilizando TEA/EtOH/H20: 
Foram adicionados a um balão 0,5 mL (3,93 mmol) de Et3N, 2,5 mL de 
Me0H e 0,5 mL de H20. A esta solução, sob agitação, foram adicionados 0,10 g 
(0,24 mmol) de 2',3',5'-0-triacetiltioinosina 10. A solução ficou sob agitação ã 
temperatura ambiente por 1:40 h a mistura resultante foi evaporada em 
evaporador rotativo e o resíduo obtido foi coevaporado por duas vezes com Et0H. 
0 solido foi recristalizado em Me0H, obtendo-se tioinosina 3: Rend. 45%. P.f. = 
200-208 °C. (P.f. 27 = 209-211 °C, P.f. 37 = 221-23 °C). IV: 3328 (-OH); 1610 (C=N1); 
1208 cm -i (C=S). 
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6 CONCLUSÃO 
Neste trabalho foram preparados derivados de inosina I disubstituidos, 
mostrando-se que as acilações seletivas da inosina podem ser feitas através de 
métodos brandos, sem aquecimento e sem o uso de piridina. 
As acilações da inosina 1 efetuadas, demonstram que o método mais 
conveniente para se proteger a inosina 6 através de acetilação usando-se anidrido 
acético, o qual é um reagente barato e apresenta melhores rendimentos na etapa 
de proteção. 
As reações de solvolise dos derivados de triaciltioinosina (10 e 12) 
estudadas, demonstram que a solvolise catalisada por KCN apresenta resultados 
bastante promissores, conseguindo-se derivados da tioinosina 13 seletivamente 
substituidos através de condições reacionais simples. Podendo este método de 
solvolise, ser bastante explorado no futuro. 
As solválises feitas através de métodos clássicos, descritos na literatura, 
apresentam bons resultados apenas para os métodos em que se empregou 
amônia ou TEA para a clivagem dos grupos acil, indicando que a solvolise é mais 
eficiente para os derivados que possuem o grupo acetil como grupo protetor 10, 
confirmando a rota proposta para a preparação da tioinosina 13 descrita no 
Esquema 7. 
Em suma, foram desenvolvidas metodologias simples e baratas para a 
preparação de (13) através de apenas três etapas, facilitando a produção de 
novos derivados de tionuclesideos. Visando um aumento da atividade inibitória 
frente a gGAPDH de Icruzi, Através de (13) também poderão ser criadas 
quimiotecas de tionucleosideos, que podem tornar-se aptos para testes de inibição 
frente a outras enzimas. Podendo assim, contribuir para o desenvolvimento de 
farmacos com outras finalidades além da inibição frente a gGAPDH. 
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